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Overexpression of recombinant protein in bacteria result in the formation of 
inactive protein. These inactive proteins associate forming insoluble protein aggregates 
which is referring to inclusion bodies (IBs). Generally, IBs are pure and the aggregated 
protein inside it has native-like secondary structure which is a bioactive protein. To 
recover the insoluble and active protein is a major problem encountered. Solubilisation 
does play a crucial role by unfolded the protein and thus help it to refold properly so 
that functional bioactive protein can be recovered. Example of mild solubilisation 
method using low concentration of urea and combine with freeze and thaw method has 
been proven to increase the efficiency of the recovering of bioactive protein. For freeze 
and thaw process there are factors that affect the overall process which are freezing 
incubation period and number of process cycle. Incubation period affect the process by 
determining the amount of stress needed to be applied so that unfolding process can 
occur. Number of cycle does affect the protein stability in terms of the occurrence  of 
protein degradation probability. Thus the objective of this research is to investigate 
effect of freeze and thaw cycle an incubation period on the solubilisation of IBs. For 
incubation period the experiment was conducted between 1 to 4 days whereas for freeze 
and thaw cycle experiment conducted between cycle 1 to 4.  Moreover, the performance 
of these two parameters were analysed using native-polyacrylamide gel electrophoresis 
(n-PAGE) to determine the functional for enhance green fluorescent protein (EGFP) 
amount and Bradford assay to determine the total protein amount. In this study, 
incubation period did affected the performance of solubilisation rate in which the IBs 
being solubilised and then proceed for refolding process and has been proven achieved 
active form of EGFP. For number of process cycle, it did not affect the solubilisation 
rate on determining the amount of functional EGFP recovered. 
 








Ekspresi protein rekombinan di bakteria menyebabkan terjadinya inaktif protein. 
Inaktif protein ini akan bergumpal dan membentuk gumpalan protein yang tidak larut, 
di mana dikenalpasti sebagai badan inklusi (IBs). Secara general, IBs adalah asli dan 
akumulasi protein di dalamnya mengandungi struktur sekunder yang dikenali sebagai 
natif protein di mana ia adalah aktif protein. Salah satu masalah yang dihadapi ialah 
apabila untuk mendapatkan semula inaktif protein yang tidak larut. Demikian ini, cara 
untuk mengatasi masalah tersebut adalah melalui kaedah penglarutan. Penglarutan 
memainkan peranan penting di mana ia membuka ikatan protein yang bergumbal dan 
membentuk ikatan yang sempurna untuk menghasilkan perotein yang berfungsi. 
Penglarutan sederhana dengan menggunakan kaedah urea yang berkepekatan rendah 
dan digabung dengan kaedah pembekuan dan pencairan dibuktikan dapat meningkatkan 
kadar effisien bagi mendapatkan protein yang aktif.  Terdapat faktor yang 
mempengaruhi proses pembekuan dan pencairan iaitu kadar pembekuan masa dan 
bilangan kitaran proses. Kadar pembekuan masa mempengaruhi proses tersebut dengan 
menentukan daya yang diperlukan untuk membuka ikatan protein terakumulasi. 
Bilangan kitaran proses menentukan kestabilan protein dari aspek kebarangkalian 
degradasi protein. Objektif kajian ini adalah untuk mengkaji kesan kadar pembekuan 
masa dan bilangan kitaran proses terhadap penglarutan badan inklusi. Bagi kadar 
pembekuan, eksperimen dikaji antara julat 1 hari hingga 4 hari manakala bagi faktor 
bilangan kitaran proses, ekperiman dikaji pada kitaran 1 hingga 4.  Dua faktor ini akan 
memberi impak terhadap prestasi kadar penglarutan. Dua factor ini akan dianalisis 
melalui  natif polyacrylamide gel elektroforesis (n-PAGE) untuk menentukan bilangan 
EGFP yang berfungsi dan Bradford assay untuk menentukan jumlah protein. Justeru, 
melalui dua faktor yang mempengaruhi kaedah tersebut terbukti dapat menghasilkan 
protein yang berfungsi. Melalui kajian ini, kadar pembekuan masa mempengaruhi kadar 
penglarutan dimana IBs dilarutkan dan diteruskan untuk proses pengikatan semula dan 
dibuktikan bahawa EGFP aktif dapat dihasilkan. Bilangan kitaran proses mempengaruhi 
kadar penglarutan dengan menentukan bilangan EGFP yang berfungsi. 
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